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【摘要 】 神 经 系统 疾病 是 发 生 于 中 枢 、 周 围 、 自 主神 经 系统 的 以 感觉 、 运 动 、 意 
识 、 自 主神 经 功能 障碍 为 主要 表现 的 疾病 ， 是 目前 对 人 类 危害 最 大 的 疾病 之 一 。 
随 着 干细胞 生物 学 的 发 展 ， 人 类 在 诱导 干细胞 神经 分 化 方面 取得 了 显著 进展 ,并 
可 能 会 解决 神经 修复 与 再 生 的 关键 问题 。 其 中 ,小 分 子 化 合 物 因 其 在 使 用 的 便捷 
性 、 可 控 性 和 功能 多 样 性 等 方面 的 显 着 优势 ， 正 越 来 越 多 地 被 用 于 干预 和 研究 干 
细胞 的 增殖 ， 分 化 和 重 编程 等 生物 学 行为 。 本 文 针 对 小 分 子 化 合 物 诱导 干细胞 神 
经 分 化 的 研究 现状 作 一 概述 。 
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[ Abstract] 
Nervous system diseases occur in the central, peripheral, autonomic nervous system 
with sensory, motor, consciousness, autonomic nervous dysfunction as the main 
manifestation of the disease, is currently one of the most harmful to human diseases. 
With the development of stem cell biology, human beings have made remarkable 
progress in inducing neural differentiation of stem cells and may solve the key 
problems of nerve repair and regeneration. Small molecule compounds are 
increasingly used to intervene and study the biological behaviors of stem cells such as 


proliferation, differentiation and reprogramming because of their obvious advantages 
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in convenience, controllability and functional diversity.In this paper, the progress of 
neural cell differentiation induced by small molecule compounds in stem cells is 
reviewed. 

[ Key words ] Small molecule compound, stem cell, neuronal differentiation, 
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1 引言 

神经 系统 损伤 常 导致 细胞 死亡 、 组 织 破坏 ， 造 成 神经 功能 永久 性 缺失 ， 是 长 
期 困扰 生物 医学 界 的 一 大 难题 。 干 细胞 Cstem cell) 因 其 自我 更 新 能 力 和 多 分 化 
潜能 而 对 于 细胞 移植 治疗 神经 系统 损失 具有 巨大 的 医学 价值 。 然而 , 干细胞 的 分 
化 发 育 受 多 种 内 在 机 制 和 外 在 微 环境 的 影响 , 在 自行 分 化 条 件 下 , 难以 形成 单一 
独特 的 细胞 类 型 ， 无 法 应 用 于 临床 。02 因 此 ， 如 何 将 干细胞 在 体外 快速 、 有 效 
地 诱导 分 化 成 期 望 的 神经 细胞 群体 是 研究 者 所 面临 的 一 个 巨大 挑战 。 随 着 化 学 生 
物 学 的 发 展 , 小 分 子 化 合 物 作用 于 特定 信号 通路 、 表 观 遗 传 过 程 和 其 他 细胞 过 程 ， 
在 诱导 干细胞 定向 分 化 方面 具有 巨大 优势 。 首 先 ,小 分 子 的 生物 学 效应 通常 是 快 
速 、 可 逆 和 剂量 依赖 的 , 通过 微调 其 浓度 和 组 合 , 可 以 精确 控制 特定 结果 。 第 二 ， 
合成 化 学 可 以 提供 的 结构 多 样 性 允许 小 分 子 的 功能 优化 ,第 三 , 与 遗传 干预 相 比 ， 
小 分 子 的 相对 容易 的 处 理 和 使 用 使 得 它们 在 体内 外 应 用 以 及 进一步 的 治疗 发 展 
中 更 实用 。 外 本文 就 小 分 子 化 合 物 诱导 胚胎 干细胞 、 成 体 干 细胞 神经 分 化 以 及 体 
细胞 转 分 化 研究 进展 作 一 概述 。 
2 小 分 子 化 合 物 诱导 胚胎 干细胞 神经 分 化 

人 胚胎 干细胞 Chuman embryonic stem cells, hESCs) 在 1998 年 被 Thomson 
等 内 首次 培育 并 建立 了 5 个 人 胚胎 干细胞 系 。hESCs 在 体外 分 化 获得 的 各 种 细胞 
类 型 ， 对 临床 应 用 和 基础 研究 具有 重要 意义 。 研 究 者 通常 采用 分 步 法 ， 使 用 小 分 
子 化 合 物 诱导 hESCs 神经 分 化 。 首 先 诱导 hESCs 分 化 为 神经 干 / 祖 细胞 ， 其 次 进 
一 步 诱导 产生 不 同 亚 型 神经 细胞 。 

2.1 小 分 子 化 合 物 诱 导 hESCs 分 化 为 神经 干 / 祖 细 胞 

TGF-B 信 号 通路 是 一 个 多 功能 细胞 因子 大 家 族 ， 其 家 族 成 员 参 与 细胞 的 生 


长 、 增 殖 、 分 化 、 迁 移 和 凋 亡 等 过 程 ， 尤 其 在 胚胎 的 发 育 和 形成 、 组 织 和 器 官 的 
形成 与 修复 以 及 免疫 应 答 调节 等 方面 发 挥 重要 的 作用 。[ITGF-B 信 号 通路 包括 于 
少 30 种 相关 配 体 分 子 ， 可 分 为 TGF-B/Activin/Nodal 和 BMP/GDF/MIS 两 个 亚 家 
族 通 路 。 四 该 信号 通路 的 激活 首先 是 TGF-Bs 配 体 分 子 与 受 体 结合 ， 从 而 使 受 体 
TBRs 磷酸 化 ， 磷 酸化 的 TBR-I 直接 作用 于 底 物 Smads 蛋白 ,活化 的 Smads 将 配 
体 与 受 体 作 用 的 信号 从 细胞 膜 、 胞 浆 传 递 到 细胞 核 内 , 再 与 其 他 核 内 因子 协同 激 
活 或 抑制 朋 基 因 的 转录 。"7 

TGF-B 信 号 通路 的 激活 通常 引起 中 胚层 发 育 ， 而 研究 证 实 ， 重 组 Noggin 能 
够 抑制 BMP， 阻 断 下 游 Smadl. Smad5 和 Smad8 信号 通路 从 而 诱导 hESCs 神经 
分 化 ;四 同样 ,小 分 子 化合 物 SB431542 显示 能 够 抑制 TGF-B1, 阻 断 下 游 的 Smad2、 
Smad3 信号 通路 ， 从 而 增强 hESCs 神经 胚 状 体 产 生 。 中 Chambers 等 190 报告， 在 
贴 壁 培养 条 件 下 两 种 信号 抑制 剂 (Noggin 和 SB431542) 协 同 作 用 , 足以 诱导 80% 
以 上 的 hESCs 实现 快速 和 完全 的 神经 分 化 。 单 独 使 用 Noggin 或 SB431542 HT, 
神经 外 胚层 分 化 的 早期 标志 物 PAX6 阳性 率 低 于 10% ， 表 明 联 合 使 用 Noggin 和 
SB431542 显著 增加 神经 诱导 效率 。 此 诱导 方法 称 为 双 Smad Hii. SIX Smad 抑 
制 可 能 包含 以 下 几 个 潜在 机 制 ， 破 坏 Activin 和 Nanog 介 导 的 多 能 网 络 ，00 抑 制 
BMP 诱导 hESCs 分 化 为 滋养 细胞 谱系 ,0 通过 抑制 Activin 和 BMP 信号 来 抑制 
hESCs 向 中 /内 胚层 谱系 分 化 ， 呈 2 并 通过 抑制 BMP 促进 神经 外 胚层 的 分 化 。[13] 
随后 ,研究 者 相继 发 现 了 可 以 抑制 BMP 信号 通路 的 小 分 子 化 合 物 Cdorsomorphin、 
DMHI 和 LDN193189) 可 以 代替 Noggin， 实 现 了 两 种 小 分 子 化 合 物 协同 抑制 
Smad 信号 通路 ， 促 进 神 经 外 胚层 分 化 。[5.16.171 

近年 来 研究 表明 ， 在 分 化 的 早期 阶段 ， 除了 双 Smad 抑制 , 通过 GSK3B 抑 制 
剂 (BIO 或 CHIR99021) 处 理 细 胞 ， 能 显著 增加 神经 诱导 效率 。07219 与 单纯 双 
Smad 抑制 对 比 ， 发 现 加 入 BIO, 会 引起 PAX6. SOXI 和 NGN2 表达 上 调 。 据 报 
道 ，GSK3B 抑 制剂 BIO 可 激活 B-catenin， 使 其 与 TCF1 形成 复合 物 ， 直 接 促进 
PAX6, SOXI 和 NGN2 的 转录 。09 此 外 ， 已 知 B-catenin 与 细胞 内 结构 域 Notch 
形成 复合 物 并 增强 HES1 的 表达 ， 进 而 促进 神经 干 / 祖 细 胞 的 增殖 ， 抑 制 其 分 化 。 
20 因 此， 抑制 GSK3B 可 以 激活 Wnt/B-catenin 信号 通路 ， 直 接 增强 神经 诱导 初始 
步骤 相关 基因 的 转录 ， 并 且 还 可 以 促进 神经 干 / 祖 细 胞 的 增殖 ， 表 明 小 分 子 化 合 


物 诱 导 细 胞 分 化 是 一 种 有 效 的 、 可 以 不 断 改 进 升 级 的 方法 。 

22 小 分 子 化 合 物 进 一 步 诱导 神经 干 / 祖 细 胞 产生 不 同 亚 型 神经 细胞 

2.2.1 运动 神经 元 (MNs) 

运动 神经 元 (motor neurones, MNs) 是 一 种 高 度 专 业 化 的 神经 元 ,位 于 疹 
AE f, 通过 轴 突 以 控制 肌肉 运动 。 运 动 神经 元 退化 引发 许多 退化 性 疾病 ,包括 
FEENS LS hei AE AU ZR A ET EL SS A EP SK JR 
Chambers 等 0 在 双 Smad 抑制 后 加 入 脑 源 性 神经 营养 因子 (brain-derived 
neurotrophic factor，BDNF)、 抗 坏 血 酸 、 音 猎 因 子 (sonic hedgehog, SHH) 和 视 
黄 酸 ， 二 周 后 表达 运动 神经 元 标记 ISLI Al HBO. Liu 等 20 研 究 表明 诱导 产生 神 
经 外 胚层 后 ,在 视 黄 酸 、Purmorphamine (SHH 激活 剂 ) 以 及 CHIR99021 的 作用 
下 分 化 成 运动 神经 元 。 同 样 的 ，Shimojo 和 Du 等 U718 取 得 类 似 研 究 结 果 ， 并 且 
检测 运动 神经 元 标记 物 胆 碱 乙酰 转移 酶 〈ChAT) 阳性 表达 。 这 可 能 与 诱导 液 中 
加 入 CHIR99021 激活 WNT 信号 通路 有 关 。WNT fa 528 F8 lA F6 00 A , 
H. CHIR99021 和 常 被 用 于 人 多 能 干细胞 ChPSC) 向 MN 2145. PA 

2.2.2 多 巴 胺 神经 元 

在 神经 发 育 过 程 中 ， 中 脑 多 巴 胺 (dopamin，DA) 神经 元 起 源 于 位 于 神经 管 
腹 侧 中 线 神经 祖 细胞 。 启动 特 定 转录 编码 使 神经 祖 细胞 向 DA 神经 元 分 化 ， 比 如 
Lmxla、FoxA2、Enl 和 Otx2， 此 过 程 受 两 个 调控 反馈 坏 ( Wntl-Lmxla 和 
SHH-FoxA2) 控制 2]。 早 期 ， 学 者 用 SHH 和 成 纤维 细胞 生长 因子 8 (fibroblast 
growth factor 8, FGF8) 处 理 神经 干 / 祖 细胞 ， 使 其 表达 酷 氨 酸 产 化 酶 ( tyrosine 
hydroxylase，TH， 多 巴 胺 的 合成 的 限 速 酶 )。002425 而 Xi 等 Cg 发 现 ， 诱 导 液 中 加 
入 CHIR99021、SHH、FGF8, 分 化 产生 了 具有 中 脑 特征 的 DA 神经 元 , 包括 TH. 
Lmxla/b. FoxA2. FoxPl. Nurrl 和 Enl 的 阳性 表达 以 及 典型 的 电 生理 特 性 。 
CHIR99021 诱导 中 脑 DA 神经 元 的 作用 存在 浓度 依赖 性 。 研究 显示 , 在 特定 发 育 
阶段 ，CHIR99021 诱导 中 脑 DA 神经 元 的 作用 浓度 范围 非常 窄 ， 当 CHIR99021 
浓度 过 高 或 过 低 时 会 分 别 诱导 神经 祖 细 胞 向 后 脑 或 前 脑 ( 间 脑 ) 细胞 分 化 。 此外， 
由 CHIR99021 和 SHH 诱导 的 中 脑 祖 细胞 不 会 自动 分 化 为 DA 神经 元 ， 而 FGF8 
可 促进 其 向 DA 神经 元 分 化 。®%9 
3 小 分 子 化 合 物 诱导 成 体 干细胞 神经 分 化 


mi 


成 体 干细胞 存在 于 胎儿 和 人 体内 不 同 组 织 。 目 前 已 发 现 和 鉴别 了 不 同 来 源 的 
成 体 干 细胞 ， 包 括 骨 髓 、 骨 骼 肌 、 脂 肪 等 。 成 体 干 细胞 具有 多 向 分 化 潜能 ， 且 来 
源 广泛 ， 取 材 相 对 容易 ， 致 瘤 风 险 低 、 不 涉及 伦理 问题 的 优势 。P27 小 分 子 化 合 物 
通过 改变 成 体 干细胞 的 表 观 遗传 、 作 用 于 特定 信号 通路 ， 诱 导 其 神经 分 化 。 表 观 
遗传 是 指 在 DNA 碱 基 序列 不 发 生 改变 的 前 提 下 ， 生 物 表 型 和 基因 表达 与 功能 
发 生 了 改变 , 并 且 产生 可 遗传 的 表 型 。 表 观 遗 传 调节 过 程 包 括 DNA 甲 基 化 修饰 、 
组 蛋白 修饰 、 染 色 质 重 塑 、 非 编码 RNA 定位 、 印 记 基 因 的 动态 表达 等 多 种 机 制 。 
[28] 

3.1 骨髓 间 充 质 干细胞 

研究 表明 , 通过 干细胞 表 观 遗传 修饰 ,可 以 有 效 地 使 成 人 骨髓 来 源 的 间 充 质 
干细胞 (human bone marrow mesenchymal stem cells, hBMSCs) 产生 神经 样 细 胞 。 
P233031 在 实验 中 ， 学 者 将 hbBMSCs 暴露 于 TSA 〈 组 蛋白 脱 乙酰 化 抑制 剂 )、5- 氮 
杂 -2- 脱 氧 胞 芽 、RG-108 CDNA 甲 基 转 移 酶 抑制 剂 )、forskolin《〈 腺 音 酸 环 化 酶 活 
H, BMX 或 咯 利 普 兰 CCAMP 磷酸 二 酯 酶 抑制 剂 )、BrcAMP (cAMP 的 抗 
水 解 形式 ) 中 进行 神经 诱导 。 结 果 表明 ， 在 诱导 24 小 时 的 细胞 中 ， 与 未 处 理 的 
hBMSCs 相 比 ， 多 能 性 相关 基因 Oct-4、Nanog、KIf4、c-Myc 和 Sox-2 的 表达 水 
平 增加 ; 在 接 下 来 3 周 ，Oct-4、KLf4 和 Nanog 的 表达 逐渐 降低 ， 而 被 认为 是 多 
能 性 标记 物 以 及 神经 细胞 标记 物 的 Sox-2 表达 水 平 逐 渐 增 加 。 与 多 能 基因 相反 ， 
在 诱导 最 初 24 小 时 中 细胞 几乎 不 表达 神经 基因 ， 而 接 下 来 3 周 ， 神 经 细胞 相关 
基因 Nestin, A2B5. NCAM, B3T. GFAP, NeuN 和 MAP2 的 表达 水 平 逐渐 增 
加 。 实验 表明 表 观 修饰 物 提高 hBMSCS 的 神经 可 塑性 ， 有 利于 神经 修复 再 生 。 P 

此 外 ， 研 究 者 使 用 双 Smad 抑制 (DMHI 和 SB431542) 与 表 观 遗传 修饰 相 
结合 的 方法 ， 可 以 有 效 促 进 hBMSCs 的 神经 元 分 化 和 成 熟 。 表 明 靶 向 特定 信号 
通路 和 染色 质 修饰 的 特异 性 小 分 子 组 合 可 提高 操纵 成 体 干 细胞 的 可 塑性 。B21 

3.2 脂肪 来 源 干 细胞 

最 近 的 研究 中 ，Amirpour 等 63 通 过 使 用 三 种 小 分 子 化 合 物 CLDN193189, 
SB-431542 和 CKI-7) 分 别 双 Smad 抑制 和 WNT 信和 号 通路 抑制 ， 诱 导 人 脂肪 来 
源 干 细胞 (human adipose-derived stem cells; hADSCO 向 神经 外 胚层 (眼神 经 ) 
分 化 。 研究 表明 , 诱导 后 细胞 形态 从 成 纤维 细胞 样 细胞 变 成 具有 神经 突 生 长 的 神 


经 样 细胞 ， 关 表达 OTX2 和 SIX3. 其 中 ，OTX2 被 认为 是 神经 前 体 细胞 特异 性 
ASO), SIX3 与 前 脑 和 眼睛 发 育 有 关 。B5 此 外 ，Xie 等 B9 使 用 嗅 鞘 细 胞 条 件 培 
养 基 COECCMD 结合 SB431542、 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 (FGF), forskolin, 
RA， 将 hADSC 诱导 分 化 为 雪 旺 细胞 (SCs)。 结 果 表 明 分 化 后 的 SCs 具有 形成 
髓 靖 的 潜在 能 力 ， 并 且 释 放 神 经 营养 因子 ， 如 NGF、BDNF 和 GDNF. 
4 小 分 子 化 合 物 诱导 体 细胞 神经 转 分 化 

体 细胞 转 分 化 是 由 终 末 分 化 细胞 不 经 过 诱导 型 多 能 性 细胞 中 间 阶 段 , 直接 转 
换 为 男 一 种 类 型 的 功能 细胞 或 祖 细胞 的 重 编程 过 程 , 也 称 谱系 重 编程 。 BM 有 学 者 
使 用 小 分 子 化 合 物 组 合 ， 顺 序 处 理 成 纤维 细胞 转 分 化 为 SCs。B9 首 先 用 丙 戊 酸 
CVPAO 消除 细胞 表 观 遗传 特征 ， 使 细胞 处 于 有 利 分 化 状态 ， 随 后 用 Noggin, 
SB431452 和 CP21 分 别 双 Smad 抑制 以 及 WNT 信号 通路 激活 , 促进 细胞 向 神经 
干 / 祖 细胞 分 化 ; 然后 在 补充 有 bFGF, EGF, BDNF, N2 和 B27 的 诱导 液 中 培养 ; 
为 了 消除 大 鼠 神经 胶 质 细胞 , 将 培养 物 至 少 用 尿 苷 和 5- 氟 -2?- 脱 氧 尿 昔 处理 7 天 。 
所 得 诱导 的 SCs 表达 SCs 特异 性 蛋白 质 ， 并 在 体外 显示 神经 支持 和 散 蒜 形成 能 
A. 

2014 年 ， 裴 钢 B9 课 题 组 首次 报道 在 低 氧 环境 下 ， 采 用 三 种 小 分 子 化 合 物 
(VPA, CHIR99021 和 Repsox) 组 合 VCR， 成 功 将 小 鼠 和 人 的 成 纤维 细胞 诱导 
为 神经 祖 细胞 (CNPC)。 三 种 化 合 物 的 鸡尾酒 组 合 分 别 抑制 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 、 
GSK-3B 信 号 通路 以 及 TGF-B 信 号 通路 ， 使 体 细胞 退回 到 一 个 中 间 状 态 ， 然 后 再 
利用 适 于 神经 干细胞 生长 的 培养 条 件 诱导 成 为 NPC。 而 后 ， 此 课题 组 又 补充 报 
道 了 小 分 子 化 合 物 (VPA、CHIR99021、Repsox、Forskolin、SP600125、GO6983 
和 Y-27632) 组 合 VCRFSGY 将 正常 人 和 阿尔 北海 默 症 患者 的 成 纤维 细胞 直接 诱 
导 为 成 熟 的 功能 性 神经 元 。 化 学 混合 物 VCRFSGY 可 消除 成 纤维 细胞 特异 性 基 
因 表达 , 特异 性 上 调 神经 元 基因 表达 并 促进 神经 元 转化 , 然而 这 种 化 学 混合 物 的 
准确 调节 机 制 仍 有 竺 研究。 

同期 ， 邓 宏 魁 吊 研 究 组 报道 了 四 种 小 分 子 化 合 物 〈ISX9 、Forskolin、 
CHIR99021、I-BET151) 鸡 尾 酒 组 合 将 小 鼠 成 纤维 细胞 直接 转 分 化 为 神经 元 细胞 。 
其 中 ISX9 能 够 激活 多 种 神经 元 特异 性 基因 ， 包 括 NeuroD1 和 Ngn2 等 关键 的 神 
经 命运 基因 的 表达 ， 而 BETIS 可 抑制 成 纤维 细胞 基因 的 表达 。 两 种 鸡尾酒 需 


hui 


要 小 分 子 之 间 的 协同 作用 以 实现 体 细胞 的 转 转 化 ; 并 且 两 个 组 合 都 包含 
CHIR99021 和 Forskolin, 表明 GSK-3B 抑 制 和 提高 cAMP 水 平 在 神经 元 诱导 中 起 
关键 作用 。 
5 展望 

小 分 子 化 合 物 能 快速 诱导 干细胞 分 化 ,时 间 上 精确 可 控 , 作用 效果 通常 可 逆 ， 
通过 改变 小 分 子 的 浓度 进行 微调 。 此 外 ,单个 小 分 子 可 以 同时 调节 多 个 特异 性 邯 
标 ， 也 可 以 多 个 小 分 子 组 合 协同 调控 ， 实 现 定向 分 化 。 然 而 ， 目 前 诱导 方案 几乎 
采用 小 分 子 化 合 物 组 合 方式 ， 其 过 程 是 一 个 复杂 的 网 络 化 的 协作 过 程 。 这 就 需要 
深入 研究 小 分 子 化 合 物 的 浓度 依赖 性 和 时 间 调 控 性 ， 明确 其 机 制 , 才能 精确 调控 
于 细胞 的 生物 学 行为 。 总 之 ， 小 分 子 化 合 物 在 再 生 医 学 领域 有 广阔 的 应 用 前 景 ， 
将 会 为 神经 系统 疾病 的 治疗 方法 带 来 深远 影响 。 
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